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L'invention concerne rindustrie pharmaceutique. Plus precisement, elle 
concerne la preparation de microspheres biodegradables monodisperses, 
notamment pour radministration de pnncipes actifs pharmaceutiques. 

il est connu d'encapsuler des principes actifs pharmaceutiques dans des 
5 microspheres pour faciliter teur administration ou eviter leur degradation in vivo. 

La microencapsulation consiste a enrober des substances solides ou 
liquides de maniere a en farre des particules, dont la taille varie de 0,1 a 1000 
pm. 

Dans ce cadre, on a notamment envisage I'utilisation de microspheres 
10 biodegradables, lesquelies delivrent le principe actif sur une periode prolongee. 

On connait differentes techniques de preparation de microspheres 
biodegradables. 

Ainsi, on connaTt du brevet US 5,643,607 des microcapsules pour 

radministration prolongee de principes actifs hydrophiles, en particulier de ' 
15 peptides, Les microcapsules sont preparees par microencapsulation d'une,^ 

emulsion dont la phase aqueuse dispersee contient le principe actif at ia phase ■ 

continue contient un polymere. 

Dependant, on constate que la cinetique de liberation de I'actif contenu. i 

dans ces microspheres est inhomogene. Get effet est du au fait que les. 
20 microspheres presentent une distribution granulometrique large. Or la liberation 

du principe actif a partir des microspheres repose sur des effets de diffusion et 

est done generalement ralentie pour des microspheres de taille croissante, se 

prolongeant sur de plus longues periodes. 

Un precede de preparation de microspheres monodisperses consiste a 
25 passer une solution de polymere a travers une buse soumise a une vibration, 

chacune des vibrations entraTnant la rupture du flux sortant de la buse pour 

former une gouttelette (Berkland et ah J. Controlled Release 73 (2001), 59-74). 

Ce precede est complexe et long et presente un faible rendement. En outre, il 

parait difficile a transposer a I'echelle industrielle. Par ailleurs, il ne permet pas 
30 toujours d^assurer une repartition homogene du principe actif au sein des 

microcapsules, dans la mesure oO ii repose sur un phenomene de precipitation 

instantanee. 
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Aussi, la presents invention a pour but de proposer un precede de 
preparation de microcapsuies blodegradabies monodisperses et de taiile 
contr6l§e, notamment destinees au transport de principes actifs aussi bien 
hydrosolubles que Hposolubles. 

On connait du brevet FR 2 747 321 une methods de preparation 
d'emulsions monodisperses par cisaiilement iaminaire controle dans un 
dispositif de type Couette. Toutefois, ce precede ne vise que des emulsions de 
iipides et non pas des systemes complexes dans lesquels la phase organique 
comprend un polymere et un solvant organique. 

L'invention repose principalement sur la constatation que I'obtention 
d'une emulsion contenant au moins une phase organique polym6rique est 
possible lorsque le rapport des viscosites entre la phase dispersee et la phase 
continue (riorg/Tiaq dans le cas d'une emulsion directs ou riaq/Tiorg dans le cas 
d'une emulsion inverse) est compris entre 0,1 et 10. 

Ainsi, l'invention vise plus precisement un precede de preparation de 
microspheres blodegradabies monodisperses comprenant les etapes de : 

a) preparation d'une emulsion comportant au moins une phase 
polymerique et au moins une phase aqueuse, le rapport des 
viscosites entre la phase dispersee et la phase continue doit etre 
comprise entre 0,1 et 10 ; 

b) sou mission de I'emulsion obtenue d un cisaiilement Iaminaire 
controle ; 

c) elimination du solvant de la phase polymerique ; et 

d) isolement des microspheres ainsi obtenues. 

Dans la presente invention, on designs par Is terme « microspheres » 
des unites, spheriques de diametre compris entre 0,1 pm et 1000 pm, plus 
particuiierement entre 0,7 pm et 30 pm. 

Les microspheres selon l'invention sent constituees d'une matrice a base 
de polymere. Eiles se pretent ainsi particuiierement bien a I'ad ministration de 
principes actifs sensibles ^ la chaleur, par exemple les proteines ou les 
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polypeptides. En effet, alors que la phase iipidique est transformee en liquide 
par le biais de chauffage, la mise en forme des microspheres polymeriques 
repose sur la mise en solution du polymere dans un solvant organique. Apres 
elimination du solvant, les composants polymeriques des microspheres forment 
5 una matrice uniforme dans laquelle peut etre encapsule un principe actif. Les 
microspheres polymeriques peuvent done etre fabriquees sans elevation de (a 
temperature; 

Seion la solubilite du principe actif, celui-ci peut etre encapsule 
directement dans la phase polymerique, soit au sein de microgouttelettes de 

10 phase aqueuse contenues dans la matrice polymerique des microspheres. 
Generalement, il sera encapsule dans la matrice polymerique lorsque le principe 
actif est liposoluble. Au contraire, ii est encapsule en phase aqueuse interne 
lorsque le principe actif est hydrosoluble. Certains principes actifs presentent 
une faible solubility a la fois dans Teau et dans les solvants apolaires. Dans ce 

15 cas, on peut disperser le principe actif a Tetat solide dans la solution de 
polymere, 

L'administration des principes actifs ni liposolubles ni hydrosoiubles est 
particulierement delicate par le biais des formes galeniques connues. Les 
microspheres selon I'invention paraissent done particulierement interessantes 

20 pour l'administration de ces principes actifs. 

On entend par « biodegradable » dans la presente demande un materiau 
qui se degrade dans un milieu bioiogique et dont les produits de degradation 
sont elimines par filtration renale ou metabolises. Les polymeres biodegradabies 
sont definis comme des polymeres synthetrques ou naturels, degradables in 

25 vivo de maniere enzymatique ou non enzymatlque, pour produire des produits 
de degradation non toxiques. 

Cette degradation a generalement lieu en un temps allant de quelques 
semaines a quelques mois (exemple : le PGA-TMC est absorbe en 7 mois alors 
que le L-PLA a une duree de degradation d'environ 2 ans). 

30 Le temps de degradation d'un polymere depend de son type, done de la 

nature chimique des unites monomeres, mais aussi de son degre de 
polymerisation, de sa cristallinite. Par ailleurs, outre le materiau, il dependra 
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notamment de la surface de materiau accessible aux enzymes ou autres 
substances degradantes. Ainsi, le materiau sera degrade d'autant plus 
rapidement qu'il est finement divise. 

Les microspheres sont degradees de sorte que la quantite de polymere 
5 accumulee dans I'organisme ne depasse pas une quantite equivaiente a 20 fois 
la dose de polymere administree par administration. De preference, la quantite 
de polymere accumulee dans Torganisme ne depasse pas une quantite 
equivaiente a 10 fois la dose de polymere administree par administration 

L'intervaile separant deux administrations successives de microspheres 
10 selon Tinvention est generalement au moins un jour, de preference entre 1 jour 
et 3D jours, et en particulier entre 5 et 14 jours. 

Ainsi, on assure que les microspheres ne s'accumulent dans le corps. 

Les microspheres selon la presente invention comprennent une matrice 
polym^rique dans laquelle peuvent etre repartis un ou plusieurs principes actifs 
15 ou des gouttelettes de solution aqueuse pouvant elles-memes contenir un ou 
plusieurs principes actifs. 

Le ou les principes actifs peuvent etre, independamment les uns des 
autres, hydrosolubles ou peu hydrosolubles, liposolubles ou peu liposolubies ou 
encore a la fois peu liposolubles et peu hydrosolubles. 
20 En effet, il est possible, dans le cas de compositions dont la phase 

dispersee comporte une phase aqueuse interne, de vehiculer par exemple, seul 
ou en association avec les principes actifs peu hydrosolubles, des principes 
actifs hydrophiles. 

Le principe actif peut etre notamment un principe actif pharmaceutique, 

i 

25 veterinaire, phytosanitaire, cosmetique ou agroalimentaire. Par ailleurs, ii peut 
etre un detergent, un nutriment, un antigene ou un vaccin. De preference, il 
s'agit d'un principe actif pharmaceutique. 

De preference, le principe actif pharmaceutique est choisi parmi les 
groupes constitues par les antibiotiques, hypolipidemiants, antihypertenseurs, 

30 agents antiviraux, betabloqueurs, bronchodilatateurs, cytostatiques, agents 
psychotropes, hormones, vasodllatateurs, anti-allergiques, antalgiques, 
antipyretiques, antispasmodiques, anti-inflammatoires, anthangiogeniques, 
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antibacteriens, anti-ulcereux, antifongiques, anti-parasitaires, antidiabetiques, 
antiepileptiques, antiparkinsoniens, antimigraineux, anti-Alzheimer, 
antiacneiques, antiglaucomateux, antiasthmatiques, neuroleptiques, 
antldepresseurs, anxlolytiques, hypnotiques, normothymiques. sedatifs, 
psychostimulants, anti-osteoporoses antl-arthritiques, anticoagulants, 
antipsoriasis, hyperglyc^miants, orexigenes, anorexigenes, antiastheniques, 
• anti-constipation, anti-diarrheiques, anti-traumatiques, diuretiques, 
myorelaxants, medicaments de I'enuresie, medicaments des troubles de 
['erection, vitamines, peptides, proteines, anticancereux, acides nucleiques, 
ARN, oligonucleotides, ribozymes et I'ADN. 

Par ailleurs, il peut se reveler avantageux d'associer le ou les principes 
actifs a un agent modulant I'absorption par voie orale ou a un inhibiteur 
enzymatjque, par exemple un inhibiteur de la P-glycoproteine ou un inhibiteur de 
protease. 

On entend par le terme « monodisperse » designer une population de 
microspheres dont le diametre de chaque microsphere est tres proche du 
diametre moyen de la population. Une population est dite « monodisperse » 
lorsque ia polydispersite est inferieure ou 6gale a 40%, et de preference de 
I'ordre de 5 a 30%, par exemple entre 15 et 25%. La polydispersite est alors 
definie comme etant le rapport de I'ecart-type a la mediane de la distribution du 
diametre des goutteiettes ou globules represente en volume. 

Les microspheres monodisperses selon la presente invention sont 
obtenues en soumettant une emulsion comprenant a titre de phase dispersee 
des goutteiettes de phase polymere (contenant ou non des goutteiettes d'eau 
interne) comprenant un ou plusieurs principes actifs a un cisaillement controle. 
En outre, un cisaillement parametrable et controlable permet de controler la 
taille des microspheres et par ce biais la liberation du principe actif et son 
elimination de I'organisme. 

De preference, on met en oeuvre cette etape dans un appareil de type 
Couette. On obtient ainsi des microsphdres dont la distribution de taille est 
resserree et homogene. 
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Le precede de preparation des microspheres conforme a ['invention 
presente Tavantage d'etre un precede simple et de n'utiliser qu'une quantite 
faible da solvent. II peut etre transpose aisement a une echelle industrielle. 

De plus, ce procede presente un fort rendement d'encapsulation de 
5 Principe actif dans ies microspheres. On entend par rendement d'encapsulation 
ie rapport entre le principe actif encapsuie et le principe actif mis en cBuvre. 
Celui-ci peut etre optimise dans le procede par un coefficient de partage entre la 
phase aqueuse et la phase organique favorable a la solubilisation du principe 
actif dans la phase organique et une concentration elevee de Temulsion en 
10 phase organique. Plus precisement, le procede consiste a preparer, dans une 
premiere etape, une emulsion comportant au moins une phase organique et au 
moins une phase aqueuse. 

Dans le cas oD il y a une phase organique et une phase aqueuse, on 
prepare une emulsion simple directe. 
15 On entend par le terme « emulsion directe » une emulsion dans laquelle 

une phase organique est dispersee dans une phase aqueuse. En opposition, 
dans une emulsion « inverse », une phase aqueuse est dispersee dans une 
phase organique. 

L'emulsion directe est notamment utile pour encapsuier un principe actif 
20 liposoluble (solubilise dans ia phase organique). 

La realisation de microspheres a partir d'emulsions doubles est toutefois 
egalement possible. Ges emulsions comportent deux phase aqueuses : une 
phase aqueuse dite « interne », laquelle est dispersee dans la phase organique, 
elie-meme dispersee dans la phase aqueuse dite « externe ». La phase 
25, aqueuse interne permet alors la dissolution de principes actifs hydrophiles et en 
particulier de principes actifs fragiles tels que des proteines ou des polypeptides 
par exemple, 

Ainsi, suivant que Ton veut encapsuier des principes actifs lipophiles ou 
hydrophiles, on utilisera soit une emulsion simple directe, soit une emulsion 
30 double E/Org/E. L'emulsion double est eoalement un m.oven d'obtenir de*^ 
microspheres encapsulant plusieurs principes actifs, par exemple une 
combinaison d'un principe actif tiydrophile (solubilise dans la pliase aqueuse 
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interne) avec un principe actif hydrophobe (solubilise dans la solution organique 
contenant le polymere). 

La phase organique de I'emulsion contlent au moins un poiymere 
biodegradable dissout dans un solvant organique. 
5 La phase organique des emulsions contient avantageusement entre 5 et 

30 % d'au moins un polymere biodegradable et preferentiellement entre 10 et 20 
% en masse de la masse totale de phase organique. ' 

Le polymere est choisi parmi les polymeres biod^gradables non toxiques 
pour rhomme ou Tanimal. II sera en outre avantageusement inerte par rapport 
0 au principe actif et insoluble dans I'eau. 

Le ou les polymeres biodegradables utilises sont preferentiellement des 
polymeres approuves pour un usage dans la vole d'administration consideree 
(par exemple parenteral). D'une maniere preferee, on utillsera comme. 
polymeres biodegradables des polymeres dont les prodults de degradation ] 
5 peuyent etre elimines facllement par I'organisme. 

Parmi ces polymeres, on peut citer notamment ceux derives de J'acide > 
lactique, et en particulier de la famille des a-hydroxy acides tels que le PLGA I . 
(acide poly-lactique et glycolique). Ces polymeres sont approuves pour un ^ 
usage parenteral chez I'homme. lis presentent par allleurs une cinetique de . 
degradation dans I'organisme adaptee en terme de liberation du principe actif 
Le degre de cristallinite du polymere va dfrectement influencer son caractere 
hydrophile ainsi que la rapidite de sa degradation in vivo. 

Ces polymeres sont degrades dans I'organisme par un mecanlsme chimique 
d'hydrolyse non speciflque ou par une degradation enzymatique. Les 
monomeres qui en resultent sont metabolises et conduisent ^ des produits de 
degradation elimines majoritairement par voie respiratoire sous forme de 
dioxyde de carbone et d'eau. 

Ainsi, on pourra utiiiser pour la realisation de la presente invention des 
polymeres choisis parmi les poly(a-hydroxy-acides). les polyesters aliphatiques 
des poly(a-hydroxy-acides), des poly(^-caprolactones)-PCL. des 
polydioxanones - PDO, les polyorthoesters. les polyanhydrides, les poiycyano- 
acrylates. les polyurethannes, les polypeptides ou poly(amino-acides). les 



) 
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polysaccharides modifies, la cellulose, les polycarbonates, les 
polydimethylsiloxanes et les poly(vinyl-acetates) ainsi que leurs derives et 
copolymeres, 

Les polymeres de la classe des poly(a-hydroxy-acides) sent des 
5 polyesters dont les unites de repetition derivent des a-hydroxy-acides, tels que 
les poly(glycolide) (PGA), les poly(laotide) (PLA), les poly(lactide-co-glycolide) 
(PLAGA ou PLGA), les copolymeres giycolide-co-trimethylene carbonate ou 
polyglyconates (PGA-TMC). lis sont disponibles dans le commerce (par 
exemple sous les denominations Resomer®, Medisorb®). 

10 D'autres polymeres peuvent etre envisages tels que les terpolymeres 

issus de la polymerisation du glycolide avec du trimethylene carbonate et de ia 
p-dioxanone, ou les copolymeres blocs tels que les polyethylene glycol - poly(a- 
hydroxy-acides) (PLA-PEG, PLGA-PEG) ou les methoxy-polyethylene glycol - 
poly(a-hydroxy-acides). 

15 De meme que pour les a-hydroxy acides, le degre de cristaliinite du 

polymere va directement influencer son caractere hydrophile ainsi que la 
rapidite de sa degradation in vivo. 

La 6 -caprolactone est un ester de Tacide hydroxy-6~caproTque, La poIy(6 
-caprolactone) et ses copolymeres obtenus avec Tacide lactique sont des 

20 polymeres semi-cristallins utilises dans la composition de formes 
medicamenteuses a liberation controlee. Ces polymeres sont degrades dans 
i'organisme de maniere similaire a celle des PLA et PLGA (degradation non 
enzymatique). Un tel polymere est commercialise sous le nom de Lactel® 

Les polydioxanones - PDO sont des polyether-esters obtenus par 

25 ouverture du cycle de la p-dioxanone. 

Certains principes actifs sont instables, notamment ceux qui sont sujets a 
une hydrolyse rapide. II sera done contre-indique d'utiliser des polymeres qui 
retiennent Teau. Dans ce cas, des polymeres plus hydrophobes et qui se 
degradent par erosion de surface sont a privilegler, tels que les polyorthoesters 

Q A Joe rvr\K f<r\r^\r\\rr4tr]r\f^ir* 

Les polyorthoesters sont des composes issus de la condensation de 2,2- 
diethoxytetrahydrofurane avec un diol. Ces polymeres ont pour produits de 



1 er depot 



15 



degradation des composes acides qui catalysent le processus de degradation. 
La degradation s'accelere done au cours du temps, lis sont commercialises 
" sous le nom de Chronomer® et Alzamer®, par exemple. 

Les polyanhydrides sont des composes derives de I'acide sebacique 
p(SA) et du bis p(carboxyphenoxy)propane p(CPP). L'acide s§bacique peut 
aussi etre associe a un dimere d'acide gras (aclde oleique : p(FAD-SA). Leur 
temps de degradation peut varier de quelques jours ^ quelques annees selon le 
degre d'hydrophobicite du monomere utilise, lis sont degrades grace a une 
Erosion de surface et possedent une excellente biocompatibilite. 

Parmi les polycyanoacrylates sont preferes les polycyanoacrylates a 
longue chame alkyle, lesquels se degradent lentement et engendrent peu de 
reaction inflammatoire des tissus. De tels polymeres sont disponibles sous le 
nom de Desmolac® (BAYER). 

Les polypeptides ou poly(amino acides) sont des polyamides resultant de h 
la condensation de molecules presentes naturellement dans Torganlsme. Afin if; 
d'obtenir un materiau qui s'hydrolyse graduellement au cours du temps, les 
polymeres issus d'acides amines simples (hydrophlles) et de derives !, 
hydrophobes d'acides amines, tels que les esters methylique ou benzylique de i 
i'acide aspartique sont preferes. 

Le mecanisme suppose de degradation est tout d'abord une hydrolyse 
des fonctions esters (ponts di-sulfures) donnant des macromolecules 
hydrosolubles, puis un processus de diffusion vers le foie et les reins dans 
lesquels les liaisons peptidiques sont rompues par attaque enzymatique. A titre 
d'exemple de cette classe de polymere, on peut citer i'Ultramid A4 Naturel 
25 (BASF). 

Parmi les derives de cellulose, on peut mentionner plus particulierement 
la methylcellulose et I'ethylcellulose. commercialisees par exemple sous le nom 
de Bianose®. Ethocel® (Dow Cemica), Pharmacoat®603 ou 606 (ShinEtsu 
Chemical). Aqualon EC® (Aqualon company). 
30 A titre de polycarbonate, on peut citer le poly(trimethylene 

carbonate) (Poly(TMC)) et le poly(propyIene carbonate), disponible sous le nom 
d'Araconate 5 000. 
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Parmi les poly(vinylacetates), on prefere particulierement le copolymere 
d'^thylene et d'acetate de vinyle (EVA), disponible par exemple sous le nom de 
Coathylene© (plast-Labor SA). 

De preference, les polymeres presents dans la phase organique 
5 presentent une masse moleculaire moyenne comprise entre 50 et 500 kDaltons, 
et en particulier entre 100 et 200 kDaltons. 

De maniere tout a fait preferee, les microspheres sont preparees a partir 
de la famille des PLGA. Dans la famille de ces polymeres se sont reveles 
particulierement convenables le PLGA 75/25 (lactique/glycolique) ou 85/15 
10 vendus sous la denomination "High IV", ayant un poids moleculaire compris 
entre 1 10 et 160 kDaltons. 

Ces polymeres presentent des proprietes d'hydrophobicite differentes, en 
fonction de la proportion d'unites d'acides lactiques. Ainsi, plus la concentration 
en acide lactique augmente, plus le PLGA sera hydrophobe. 
15 • D'autre part, la cinetique de degradation du poiymere est d'autant plus 

longue que la proportion d'acide lactique est elevee. Cette caracteristique du 
poiymere influera sur la cinetique de liberation du principe actif encapsuie. Ces 
caracteristiques differentes d'un PLGA a Tautre permettent done d'envisager 
Tutilisation de Tun ou Pautre, voire d'un melange de ces copolymeres, en 
20 fonction des caracteristiques de liberation souhaitees. 

Par ailleurs, les copolymeres PLGA sont solubles dans plusieurs solvants 
organiques comme le chloroforme, le dichloromethane ou Tacetate d'ethyle alors 
qu'ils sont pratiquement insolubles dans Teau. 

Enfin, ce type de poiymere est degrade par hydrolyse et les produits de la 
25 reaction sont metabolises en CO2 et H2O, elimines lors de la respiration. 

Le solvant organique utilise pour la preparation des microspheres est de 
preference approuve pour un usage parenteral chez Thomme. II est par ailieurs 
choisi pour permettre une bonne dissolution de ces polymeres, de preference a 
temperature ambiante. 
30 Le solvant organique presente, par ailieurs, de preference une certaine 

solubilite dans Teau. En effet, un des modes de realisation de Telimination du 
solvant ulterieure consiste a extraire le solvant par diffusion dans un grand 
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volume d'eau. II est egalement possible d'elimlner le solvent par evaporation. De 
tels solvents incluent par exemple i'acetate d'ethyle et le dichloromethane. 

L'acetate d'ethyle est un soivant incolore et volatil moderement soluble 
dans I'eau (8.7g/100g d'eau a 20°C) dont la solubllite dans I'eau diminue lorsque 
5 la temperature augmente. II est par ailleurs bien tolere par I'organlsme et ne 
pose pas de probleme particulier en terme d'envlronnement. 

Avantageusement, la phase organique de Temuision est saturee en eau 
• et inversement la (ou les) phase(s) aqueuse(s) est (sont) saturee(s) en soivant 
organique, afin de limiter les fuites d'eau de ia phase aqueuse vers la phase 
10 organique et inversement. 

La phase organique peut en outre avantageusement contenir un principe 
actif lipophile ou peu liposoluble et peu hydrosoluble. 

La phase aqueuse de I'emuision directe ainsi que la phase aqueuse dite^ 
« exteme » de I'emuision double contlent outre de I'eau de pretBrence d'autres^i 
15 agents. De preference, ces agents sont apprauves pour usage parenteral. Ainsi, 1^ 
on ajoute de preference des agent stabilisants, generalement des agents* 
tensioactifs afin d'augmenter la stabilite de I'emuision. 

On pourra avantageusement utillser des tensioactifs non ioniques comme f 
le PVA (alcool polyvinylique) ou des tensioactifs non ioniques comme le - 
polysorbate monooleate (tween 80 ou Montanox 80). De preference, ie PVA 
mis en ceuvre a un poids moleculaire compris entre 30 et 200 kDaltons.' 

Ce tensioactif non ionique est par exemple hydrolyse a 88 %. II est par 
ailleurs particulierement avantageux dans la mesure oD il augmente la viscosite 
de la phase aqueuse dite « exteme ». 

Dans le cas d'une emulsion double, la phase aqueuse exteme comporte 
avantageusement egalement au morns un agent d'osmolarite afin d'equilibrer la 
pression osmotique avec la phase aqueuse interne. On evite ainsi les fuites du 
principe actif vers le milieu exterieur. 

Un agent d'osmolarite habituellement utilise est le glucose ou tout autre 
Sucre comme le mannitol, le trehalose, mais des sels comme le chiorure de 
sodium par exemple peuvent egalement convenir. 
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L'agent d'osmoiarite est present dans la phase aqueuse externa en 
principe en quantite suffisante pour atteindre la concentration ionique presente 
dans la phase aqueuse interne, Generalement, la concentration en agent 
d'osmolarite est alors de 0,1 a 20 % en poids par rapport au poids de la phase 
5 aqueuse. Preferentiellement on utilisera ce sel dans la phase aqueuse interne a 
une concentration de 0,6% (m/m) qui est la concentration la plus adaptee aux 
preparations injectables. Preferentiellement, on utilisera du glucose dans la 
phase aqueuse externe a une concentration de 1 1 ,5% (m/nn) qui est la quantite 
necessaire pour egaler la concentration ionique presente dans la phase 
10 aqueuse interne, 

Enfin, la phase aqueuse de Temulsion contient avantageusement au 
moins un agent de viscosite permettant d'ajuster la viscosite de ia phase afin 
qu'elle soit acceptable pour la mise en ceuvre de la seconde etape decrite ci- 
dessous. Ces agents contribuent egalement a stabiliser les emulsions doubles 
15 en limitant la coalescence des gouttes en suspension. 

Elle contient generalement 10 a 80 %, de preference 30 a 70%, 
preferentiellement entre 40 et 60 % en poids d'agents de viscosite par rapport 
au poids total de Temulsion. 

De maniere generale, on pourra choisir Tagent de viscosite parmi les 
20 polymeres hydrophiles tels que les ethers et esters de glycol, les poloxamers 
comme les Lutrol®, les poly(aminosaccharides) comme les Chitines ou 
Chitosans, les poly(saccharides) comme le Dextran et les derives de la cellulose 
comme les Carbopoi® . 

De preference, Tagent de viscosite est un poloxamer: polymere 
25 sequence de polyethylene-polypropylene. Le noyau central hydrophobe est 
constitue par le polypropylene et entoure par des sequences hydrophiles de 
polyethylene. De preference on utilisera le poloxamer 188 (Lutrol® F68, BASF) 
qui forme des gels a des concentrations comprises entre 50 et 60% dans I'eau. 

La quantite d'agent a mettre en oeuvre est fonctlon de la viscosite a 
30 atteindre, D'une maniere preferee, la concentration en poloxamer est toutefois 
inferieure a 50 % en masse de maniere a eviter la formation d'un gel. 
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La combinaison des agents stabilisants avec ies agents de viscosite revet 
une importance toute particuliere dans la mesure ou on a montre que le succes 
de I'etape de cisaillement laminaire dependait pour une grande part du rapport 
des viscosites entre la phase disperses et la phase continue. La combinaison de 
5 ces agents permet alors a la fois Pobtention aisee du rapport de viscosite 
optimal entre ies phases ainsi qu'une stabilite de I'emulsion vis^a-vis de la 
coalescence des gouttes. 

La phase aqueuse de I'emulsion peut comprendre tout autre agent ou 
additif habituellement present dans Ies formulations pharmaceutiques, tels que 
10 des conservateurs, agents tampons. 

En partlcuiier. la phase aqueuse interne peut comprendre egalement au 
moins un autre principe actif, en partlcuiier hydrosoluble. 

Ainsi, on peut combiner un principe actif hydrophile et iipophile en 
solubilisant le premier dans la phase aqueuse interne et le second dans la * 
15 phase organique de polymere. 

Enfin, la ou Ies phases aqueuses de I'emulsion sont de preference 
saturees en soivant organique pour eviter une diffusion de celui-ci depuis la ^ 
phase organique vers ces phases. 

Comme decrit ci-dessus, Ies microspheres peuvent etre preparees a " 
partir d'une emulsion double, dans laquelle une deuxieme phase aqueuse (dite' 
« interne ») est dispersee dans la phase organique polymere. 

La phase aqueuse interne de Temulsion double peut contenir Ies agents 
deja mentionnes ci-dessus au sujet de la phase aqueuse externe. 

La phase aqueuse interne des emulsions doubles peut toutefols 
egalement contenir au moins une proteine. a titre d'agent tensioactif, et/ou 
d'agent de viscosite et/ou a titre de principe actif. 

Ainsi, elle peut contenir une proteine de haut poids mol^culaire telle que 
la SAH (Serum Aibumine Humaine) afin d'augmenter la viscosite et/ou pour 
stabiliser I'emulsion. En effet. on a remarqu^ que le caractere amphiphile de 
telles macromolecules pouvait contribuer a stabiliser I'emulsion. D'une maniere 
preferee, la phase aqueuse interne comprend la SAH ou au moins une proteine 
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a des concentrations comprises entre 0,01 % et 10 % en poids par rapport au 
poids de la phase aqueuse interne, de preference entre 0,1 et 2% 

Lorsque la phase aqueuse interne comprend une proteine, il est alors 
generalement preferable d'ajouter d'autres additifs afin de constituer un milieu 
5 adapts a la proteine d'interet, en particuiier pour ce qui concerne le pH. La 
presence d'un agent tampon d'un pH proche du pHi de la proteine permet 
avantageusement la conservation de la conformation naturelle de la proteine. 

La phase aqueuse interne des emulsions doubles peut done en outre 
contenir les composes necessaires pour former un tampon stabilisant le pH de 
10 la solution. Les valours de pH adaptees pour les differentes proteines et les 
tampons correspondants sont connus par I'homme du metier et ne seront done 
pas detailles ici. 

La phase aqueuse interne peut egalement contenir des agents 
stabiiisants tels que le poloxamer 188 decrit par Sj^NCHEZ, A. et ai 
15 (Biodegradable micro- and nanoparticles as long-term delivery vehicles for 
interferon alpha. Eun J. Pharm. Sci. (2003) 18, 221-229). 

La phase aqueuse interne contient avantageusement egalement un co- 
tensioactif. Celui-ci, combine a la proteine, va se concentrer a Tinterface phase 
aqueuse interne/phase organique et contribuer a diminuer la tension de surface 
20 entre ces deux milieux. 

- Le co4ensioactif utilise sera de preference le Solutol HS 15 de chez 
BASF. Ce produit est un melange de mono- et diesters d'acide 12- 
hydroxystearique de polyethylene glycol 660. II est soluble dans Teau, I'ethanol 
et le 2-propanol. 

25 La phase aqueuse interne comprend un tensioactif a una concentration 

de 0,01 a 10%, de preference 0,05 a 1, et tout particulierement de 0,1 a 0,2 % 
en poids par rapport au poids de la phase aqueuse interne. 

La phase aqueuse interne des microspheres peut en outre 
avantageusement contenir un principe actif. 

30 Cela se revele particulierement interessant pour Tadministration de 

principes actifs hydrophiies fragiles tels que des proteines ou des polypeptides 
par exemple. En effet, on observe souvent une alteration de Tactivite biologique 
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de ces composes lors d'un changement d'environnement chimique comme par 
exemple ia dispersion dans un solvant organique, ou en cas de variations de 
temperature, ou de pH. 

Or, dans ia preparation des microspheres, le principe actif ne subira 
aucune alteration de son activite puisqu'ii sera solubilise dans la phase 
aqueuse interne d'une emulsion double au pH optimal. On r6dult ainsi les 
changements d'environnement physico-chimique et. de ce fait les alterations 
structureiles de la molecule, ce qui permet de conserver I'activite du principe 
actif. 

Le procede de preparation des microspheres comporte ensuite une 
deuxieme etape consistant a soumettre i'emulsion obtenue a un cisalllement 
laminaire. Le cisaillement lamlnaire est realist de preference dans un dispositif 
de Couette. C'est la visco^lasticite de I'emulsion obtenue grace a un rapport 
des viscosity optimal entre les phases en presence, la Vitesse de rotation du 
rotor ainsi que la Vitesse d'injection de I'emulsion dans I'entrefer qui vont definir 
la tailie et I'uniformite de taille des microspheres obtenues. 

Le procede de preparation des microspheres comporte ensuite une 
troisieme etape consistant a extraire le solvant organique de la solution de 
polymere dispersee. „ 

Cette etape peut etre realisee par tout procede connu de I'homme du 
metier, par exemple evaporation sous I'effet de la chaleur ou sous vide. 

Seion un mode de realisation prefere, elle est realisee par extraction du 
solvant organique dans I'eau. Plus concretement, on ajoute a I'emulsion 
monodisperse preparee une grande quantite d'eau dans iaquelle le solvant 
organique va diffuser. Ce mode de realisation a notamment I'avantage de 
proteger le principe actif encapsule de variations de temperature ou de pression. 

A mesure que le solvant disparait de la phase organique par diffusion 
dans I'eau, le polymere precipite et forme, suivant le type d'^mulsion de depart, 
des microspheres a matrice polymerique retenant des gouttelettes de solution 
aqueuse (emulsion double), ou pleines (emulsion simple). 

La precipitation a lieu de preference sous faible agitation de fa9on a 
conserver I'homogeneite de I'emulsion etde la suspension. 
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Enfin, dans une derniere etape, les microspheres peuvent etre recueillies 
pardes moyens habituels, parexemple par filtration de la solution. 

Le cas echeant, celles-ci peuvent ensuite etre lyophilisees en presence 
de cryoproctecteur Parmi les agents cryoprotecteurs, on peut citer notamment 
5 les polyols et les electrolytes. En partlculier, conviennent par exemple la 
glycerine, le mannose, le glucose, le fructose, le xylose, le trehalose, le 
mannltol, sorbitol, xylidine et.autres polyofs, et le polyethylene glycol. A titre 
d 'electrolyte, on peut citer le chlorure de sodium. 

Ainsi, les microspheres preparees peuvent servir a vehiculer un ou 
10 plusieurs principes actifs, notamment hydrophiles et lipophiles, en permettant 
leur liberation homogene et determinee dans le temps. 

Ulnvention sera decrite plus en detail dans les exemples et figures qui 
suivent, lesquelies montrent : 



15 Fig. 1 : Vue schematique d'un dispositif Couette ; 

Fig. 2 : Photographies de microscopie optique de microspheres preparees 

selon Texemple 2 (a) avant extraction (objectif x100) ; (b) apres 
sechage et redispersion (objectif x40) ; (c) leur distribution 
granulometrique apres redispersion ; 

20 Fig. 3 : Photographies de microscopie optique de microspheres de 

polymere selon Texemple 3 (a) avant extraction (objectif x40); (b) 
apres extraction (objectif x40); (c) leur distribution granulometrique 
apres redispersion ; 

Fig, 4: Photographies de microscopie optique d'une emulsion inverse 
5 selon Texemple 5 (a) avant cisaillement (objectif x10); (b) apres 

cisaillement a 600 rpm sur Tappareil de Couette (objectif x10); 
Fig. 5 : Distribution granulometrique de microspheres obtenues (a) selon 

Texemple 7, par cisaillement aleatoire standard (agitateur a pales) ; 
(b) selon Texemple 6, par cisaillement laminaire (appareil de Couette). 



1 er depot 



17 



10 



15 



;o 



5 



EXEftflPLES 
EXEflflPLE 1 

Procedure generale de nmpar ation de microspheres h p arfir h'..»o 
emulsion simple : 

Ce precede peut etre utilise pour preparer des microspheres de polymere 
biodegradables. utiles notamment pour la delivrance de principes actifs 
Iipophiles. 

Le Principe actif a encapsuler est disperse ou solubllise dans une phase 
organique composee d'un PLGA dissous dans de I'acetate d'ethyle. 

Cette phase organique est ensuite emulsionn^e dans une phase aqueuse 
contenant de Teau et un tensioactif hydrophile tel que le PVA, entre 0,1 et 10%. 
de preference entre 1 et 4% et un agent de viscosite tel qu'un polyethylene 
glycol ou un poloxamer entre 1 0 et 50%. 

Le rapport des viscosites des deux phases est regie afin d'optimiser i: 
I'efficacite du cisalllement. De preference, le rapport entre la viscosite de la J 
phase organique et celle de la phase aqueuse est compris entre 0.1 et 10. plus' 
precisement entre 3 et 8. ' ^ 

Ensuite, I'emulsion ainsi obtenue, dite « grossiere » est soumise h un 
cisalllement laminaire. De preference, cette etape est realisee dans un dispositif' 
de Couette. presente figure 1. Le cisalllement controle permet de rendre les 
gouttes de phase disperse© monodisperses ; il permet cependant aussi de 
controler ieur taille. 

De preference, le cisaillement contr6l§ est realise en mettant I'emulsion en 
contact avec une surface solide en mouvement. le gradient de la vitesse 
caract6risant I'ecoulement de I'emulsion etant constant dans une direction 
perpendlculaire a la surface solide en mouvement. Un tel cisaillement peut etre 
realise par exemple dans une cellule constituee de deux cylindres concentriques 
en rotation Tun par rapport a Tautre, telle qu'une cellule « Couette ». 

Un dispositif de Couette (1) est represents a la figure 1. II comporte un 
rotor (2), un stator (3) et un piston (4). On introduit I'emulsion dans I'espace 
defini entre le rotor et le stator .designe comme entrefer. par le biais d'une 
seringue d'injection (5). L'emulsion cisaillee entre le rotor et le stator est ensuite 
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recueillie a ia sortie dans une coupelle (6) de recuperation dans un flacon 

hermetique. La vitesse de cisaillement, la largeur de Tentrefer et la vitesse 

d'injection sont des parametres reglables qu'on peut faire varier en fonction de 

la taille des microspheres souhaitee. 
5 Pour les details de ce precede, voir notamment les demandes WO 

97/38787, FR 2767064 et WO0185319. 

Une fols Temulsion rendue ainsi monodisperse, on peut proceder a 

I'extraction du solvant pour precipiter les microspheres. L'extraction se fait par 

ajout d'un volume d'eau calcule en fonction de la solubilite de Tacetate d'ethyle 
10 dans Teau et de ia quantite d'emulsion obtenue. On utilise de preference un 

volume d'eau egal a au moins deux fois le volume minimal necessaire a la 

solubilisation de Tacetate d'ethyle. 

Dans la mesure ou I'acetate d*ethyle est plus soluble dans Peau a froid, 

on precede a une seconde etape d'extraction a froid pour eliminer les residus de 
15 solvant. Ainsi, apres 30 minutes d'agitation, un second volume d'eau 

demineralisee refroidi a 5°C est ajoute et Tensemble est maintenu sous agitation 

pendant a nouveau 30 minutes. Uextraction du solvant ainsi realisee est quasi 

totale. 

A Tissue des 30 minutes, les microspheres sont ensuite separees du 
20 milieu d'extraction par filtration sous pression sur filtre Nylon de porosite 0,45 
[jm. Le gateau recupere est rince 3 fois par 1L d'eau demineralisee. Puis les 
microspheres sont laissees a secher une nuit a temperature ambiante ou bien 
congelees et lyophilisees apres addition d'un agent cryoprotecteur. 

Une fois seches, les microspheres sont redispersees dans une solution 
25 de tensioactif Montanox® 20 ou 80 (BASF) a 1% (Montanox® 80 : polysorbate 
monooleate et Montanox® 20 : polysorbate monolaurate) par agitation et 
passage dans un bain a ultrasons. Les microspheres redispersees sont 
caracterisees par observation au microscope et leur distribution de taille est 
mesuree par granulometrie laser. 
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EXEiVlPLE 2 

Preparation de microspheres de 2,5um a oartir d'une emulsion simple : 

Dans un flacon, on prepare la phase aqueuse continue par solubilisation 
a yO'^C de 0,9g de PVA dans 14,14g d'eau demineralisee saturee en acetate 
d'ethyle (3%) sous agitation magnetique. Apres refroidissement, 15g de PEG 
400 y est incorpore. Cette phase aqueuse contient done 3% de PVA, 50% de 
PEG 400 et est saturee en acetate d'ethyle. 

La phase organique est preparee dans un flacon hermetique par 
dissolution sous agitation magnetique de 2,6g de PLGA 75/25 dans 17,39g 
d'acetate d'ethyle sature en eau (3%). Cette phase organique contient done 
13% de PLGA soiubilise dans de Tacetate d'ethyle sature en eau. 

La totalite de cette phase organique est ensuite emulsionnee dans 20g 
de la phase aqueuse ci-dessus par agitation manuelle a la spatule. L'emulsion 
contient 50% en masse de phase organique dispersee, 

Le premelange ainsi obtenu est ensuite place dans Tappareil de Couette 
et cisaille a une Vitesse de 400 rpm dans un entrefer de 100 pm avec une 
Vitesse de montee du piston de 0,7 qui correspond a un debit d'environ 
7mL/min. Le diametre du rotor est de 2 cm- On voit sur figure 2(a) la distribution 
de taille homogene de Temulsion ainsi preparee. 

Une fois Temulsion rendue ainsi monodisperse, on precede a I'extraction 
du solvant, la filtration puis le sechage des microspheres, comme explique a 
I'exemple 1. La figure 2(b) montre Taspect visuel reguHer des microspheres 
obtenues, apres redispersion comme decrit a I'exemple 1 , 

La distribution de taille des microspheres est mesuree par granulometrie 
laser (voir figure 2(c)), elle est centree sur 2,5pm. 

EXEft/lPLE 3 

Preparation de microspheres de 6, Sum a partir d'une emulsion simple : 
Dans un flacon, on prepare la phase aqueuse continue par soiubiiisation 
a 70^0 de 1 ,2g de PVA dans 35,25g d'eau demineralisee saturee en acetate 
d'ethyle (3%) sous agitation magnetique. Apres refroidissement, 4,02g de PEG 
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2000 y est incorpor^. Cette phase aqueuse contient done 3% de PVA, 10% de 
PEG 2000 et est saturee en acetate d'ethyle. 

La phase organique est preparee dans un flacon hermetique par 
dissolution sous agitation magnetique de 2,67g de PLGA 75/25 dans 17,89g 
d'acetate d'ethyle sature en eau (3%). Gette phase organique contient done 
13% de PLGA solubilise dans de Tacetate d'ethyle sature en eau. 

La totality de cette phase organique est ensuite emulsionnee dans 20g 
de la phase aqueuse ci-dessus par agitation manueile a la spatule. Uemuision 
contient 50% en masse de phase organique dispersee. 

* 

Le premeiange ainsi obtenu est ensuite plac§ dans I'appareil de Couette 
et cisaille a une vitesse de 300 rpm dans un entrefer de 100 pm avec una 
Vitesse de montee du piston de 0,7 qui correspond a un debit d'environ 
7mL/min. Le diametre du rotor est de 2 cm. On voit sur figure 3(a) la distribution 
de taille homogene de i'emulsion ainsi preparee. 

Une fois I'emulsion rendue ainsi monodisperse, on precede a I'extraction 
du solvant. la filtration puis le sechage des microspheres, comma explique a 
I'exemple 1. La figure 3(b) montre I'aspect regulier des microspheres apres 
extraction du solvant comme decrit a I'exemple 1 . 

La distribution de taille des microspheres est mesuree par granulometrie 
laser (voir figure 3(c)), elle est centree sur 6,5Mm. 

EXEMPLE 4 

Procedure ae nerale de preparation de microspheres a oartir d'une 
emulsion double : 

Ce precede est employe pour la preparation de microspheres 
polymeriques utiles notamment pour la delivrance de principes actifs 
hydrophiles ou une combinaison d'un principe actif hydrophile avec un principe 
actif lipophile 

On prepare tout d'abord une emulsion inverse (E/H), en dispersant une 
phase aaueuse dite « interne » rianQ 
solution de polymere (PLGA 75/25, par example). 
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Le rapport des viscosites des deux phases, pour Temulsion inverse, est 
regie afin d'optimiser I'efficacite du cisaillement. De preference, le rapport entre 
ia viscosite de la phase aqueuse interne et celle de la phase organique est 
connpris entre 0,1 et 10, plus precisement entre 0,1 et 0,3. 
5 La phase aqueuse interne contient une proteine, notamment la SAH entre 

0,01 et 10%, de preference entre 0,1 et 2%, un co-tensioactif, notamment le 
Solutol® HS15 entre 0,01 et 10%, de preference entre 0,05 et 1% et un sel, 
notamment le chlorure de sodium entre 0,1 et20%, preferentiellement 0,6%. 

La phase organique est preparee dans un flacon hermetique par 
10 dissolution sous agitation magnetique de PLGA 75/25 entre 5 et 30%, 
prefrentiellement a 20% dans une solution d'acetate d'ethyle sature en eau 
(3%). 

Generalement, le principe actif hydrophlle a encapsuler est contenu dan^,. 
ia phase aqueuse interne et ie principe actif lipophile dans la phase organique. i 
15 L'emulslon inverse « grossiere » est alors soumise a un cisaillement) 

comme decrit a Texemple 1 afin d'obtenir une phase dispersee de taille et deV' 
repartition controlee. L'etape de cisaillement controle peut etre realisee a I'aide/ 
d'un dispositif de Couette ou dans un dispositif turbulent de type Ultra-Turrax. 

Dans un flacon, une solution aqueuse de PVA entre 0,01 et 10%, de- 
20 preference entre 1 et 4% est portee a 70°C sous agitation magnetique. Aprefis 
refroidissement, on ajoute a la solution (phase aqueuse externe) ie Lutrol® F68 
entre 0,1 et 40%, de preference entre 1 et 10% et du NaCl a une concentration 
identique a celle de la phase aqueuse interne : 0.6%, 

Ensuite, cette phase aqueuse dite « externe » est saturee en solvant 
25 organique, preferentiellement Tacetate d^ethyle, ce qui represente pour ce 
solvant particulier une concentration d'environ 3% en poids par rapport au poids 
de la phase aqueuse. 

Ensuite, on incorpore Temuision inverse dans la phase aqueuse externe 
decrite ci-dessus. Cette etape peut etre realisee manuellement a Taide d'une 
30 spatule. 

Le rapport des viscosites des deux phases, dans le cas de Temulsion 
double, est regie afin d'optimiser I'efficacite du cisaillement. De preference, le 
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rapport entre la viscosite de la phase organique et cells de la phase aqueuse 
externe est compris entre O.i et 10, plus preclsement entre 3 et 8. 

L'emulslon ainsi obtenue est aussi appelee « premelange » ou emulsion 
«grossiere» dans la nnesure oD la phase disperses est constituee de 
gouttelettes de taille Importante et tr§s variable. 

L'emulslon « grossiere » est alors soumise a un cisaillement comme 
decrit a I'exemple 1 afin d'obtenir une phase disperses de taille et de repartition 
controlee. L'etape de cisaillement controls psut etre realises a I'aide d'un 
dispositif de Couette. 

Une fois I'emulsion rendue aInsi monodlsperse, on procede a I'extraction 
du solvant pour precipiter les microspheres. L'extraction se fait par ajout d'un 
volums d'eau calcule en fonction de la solubilite de I'acetate d'ethyle dans I'eau 
et de la quantite d'emulsion obtenue. On utilise de preference un volume d'eau 
egal a au moins deux fois le volume minimal necessaire a la solubllisation de 
I'acetate d'ethyie. 

Dans la mesure oD I'acetate d'ethyle est plus soluble dans I'eau a froid, 
on procede a une seconds etape d'extraction a froid pour eliminer les residus de 
solvant. Ainsi. apres 30 minutes d'agitation. un second volume d'eau 
demineralises refroidi a 5°C est ajoute et Tensemble est maintenu sous agitation 
pendant a nouveau 30 minutes. L'sxtraction du solvant ainsi rsalis^e est quasi 
totale. 

Les microspheres monodispsrses contsnant le ou les principes actifs sont 
filtrees et lyophilisees comme decrit a I'exemple 1 . 

Uns fois seches, les microspheres sont redispersees dans une solution 
de tensioactif iVlontanox® 20 ou 80 (BASF) a 1 % (Montanox® 80 : polysorbate 
monooleate et Montanox® 20 : polysorbate monolaurate) par agitation et 
passage dans un bain a ultrasons. Les microspheres redispersees sont 
caracterisees par observation au microscope et leur distribution de taille est 
mesuree par granulometriejaser. 
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EXEMPLE 5 

Preparation d'une emulsion inverse de 1um : 

Dans un flacon, on prepare la phase aqueuse interne sous agitation 
magnetique. Elle est composee de 0,04g de SAH, de 0,0036g de Solutol® 
5 HS15 et de 0,022g de NaCL solubilises dans 4g de tampon citrate pH5 sature 
en acetate d'ethyle (3%). Cette phase aqueuse interne contient done 1% de 
SAH, 0,1 % de Solutol® HS15 et est saturee en acetate d'ethyle. 

La phase organique est preparee dans un flacon hermetique par 
dissolution sous agitation magnetique de 3,2 g de PLGA 75/25 dans 12,82 g 
10 d'acetate d'ethyle sature en eau (3%). Cette phase organique contient done 
20% de PLGA solubiiise dans de Tacetate d'ethyle sature en eau. 

On disperse manuellement a la spatule la phase aqueuse interne dans la 
solution d'acetate d'ethyle pour obtenir une emulsion inverse grosslere. 

Cette emulsion contient 20 % en poids de phase aqueuse interne pani 
15 rapport a son poids total. La stabilite de Temulsion grossiere realisee est verifiee' 
avant cisaillement par Tabsence de dephasage et de coalescence. y 
. Le premelange ainsi obtenu est ensuite place dans Tappareil de Couette^v 
et cisaille a une Vitesse de 400 rpm dans un entrefer de 100 pm avec une^ 
Vitesse de montee du piston de 0,7 qui correspond a un debit d'envirori^^ 
20 7mL/nnin. Le diametre du rotor est de 2 cm. L'emulsion inverse est stable apres 
cisaillement a Tappareil de Couette. 

L'aspect visuel au microscope du premelange et de Temulsion apres 
cisaillement sur Tappareil de Couette est presente sur la figure 4(a) et (b). 
L'emulsion double calibree est ensuite preparee comme suit. 
25 . . 

EXEMPLE 6 

Preparation de microspheres monodisperses de 28um a partir d'une 
emulsion double : 

On prepare d'abord une emulsion inverse comme a Texemple 5 avec : 
30 - 20% de PLGA dans I'acetate d^ethyle ; 

- 1% de SAH dans la phase aqueuse interne, 
-0,1%de Solutol® HS1 5, 
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- 0,6% de NaCI dans la phase aqueuse interne. 

L'emulsion inverse grossiere obtenue est ensuite cisaillee a i'Ultra-turrax 
(puissance 24000) pendant 3 nninutes ou bien dans le dispositif de Couette a 
400 rpm. 

On incorpore alors a la spatule 20g d'emulsion inverse obtenue dans une 
meme quantite de phase aqueuse externe composee de 3g de Lutrol® F68, 0,9g 
de PVA et 0,18% de NaCI. Cette phase aqueuse externe contient done 10% de 
Lutrol® F68, 3% de PVA et 0.6% de NaCI et est saturee en acetate d'ethyle. 
Cette Emulsion double contient 50 % en poids d'emulsion inverse par rapport a 
son poids total. 

Le premelange ainsi obtenu est ensuite place dans I'appareil de Couette 
et cisailie a une vitesse de 100 rpm dans un entrefer de 100 pm avec une 
Vitesse de montee du piston de 0,7 qui correspond ^ un debit d'environ 
7mL/min. Le diametre du rotor est de 2 cm. 

L'emulsion double recueillie en sortie de I'appareil est diluee sous 
agitation dans 250 mL d'eau saiee (0,6% NaCI) a temperature ambiante. 

Apres 10 minutes, on ajoute un second volume de 250 mL d'eau salee a 
5°C, et on poursuit I'agitation pendant 10 minutes. On observe la transformation 
des globules doubles en microspheres solides. Les microspheres sont ensuite 
separees du milieu d'extraction par filtration sous pression sur filtre Nylon de 
porosite 0,45 pm. Le gateau recupere est rince 3 fois par 1L d'eau 
demineralisee. 

Pour la lyophilisation. les microspheres filtrees sont dispersees dans une 
solution de trehalose. Le pourcentage de trehalose ajoute correspond a 5% des 
microspheres a lyophiliser. L'echantillon est d'abord congeie dans I'azote 
liquide, puis stocke au congelateur ^ -24X. La lyophilisation se fait selon la 
rampe suivante avec un vide fixe a 0,12 mbar: 

> Dessication primaire par passage de -44°C a -10°C en 4 heures et 
isotherme a -10°C pendant 15h30. 

> Dessication secondaire par passage de -ICC a +10°C en 30 minutes et 
retour a temperature ambiante en SOminutes. 
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Une fois seches, les microspheres sont redispersees dans une solution 
de tensioactif Montanox® 20 ou 80 (BASF) a 1% (Montanox® 80 : polysorbate 
monooleate et Montanox® 20 : polysorbate monolaurate) par agitation et 
passage dans un bain a ultrasons. Les microspheres redispersees sont 
caracterisees par observation au microscope et leur distribution de taille est 
mesurde par granulometrie laser. La distribution de taille des microspheres est 
centree sur 28pm (figure 5b). 

EXEftflPLE 7 

Preparation de microspheres oar cisaillement tu rbulent : 

On a prepare un lot de microspheres selon I'exempie 6, en utilisant un 
cisaillement en regime turbulent (Ultra-turrax puis agitation a pales) en 
remplacement du cisaillement laminaire engendre par I'appareil de Couette. 

La distribution de taille de ces microspheres a ete evaluee par un 
granulometre au laser (figure 5a) et comparee a celle etablie pour lies 
microspheres preparees selon I'exempie 6 (figure 5b). 

On constate aisement que le cisaillement laminaire tel que dispense par 

■ f', t T 

le dispositif de Couette permet Tobtention d'une distribution de taille plus '6troite 
et de ce fait un caractere monodisperse plus prononce. De ce fait, on cdntrole 
mieux la cinetique de liberation des principes actifs contenus dans les 
microspheres. 
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REVENDICATIQiSlS 

1. Procede de preparation de microspheres biodegradables 
monodisperses comprenant les stapes de : 

a) preparation d'une emulsion comportant au moins une phase 
polymerique, laquelle comprend un princIpe actif, et au moins 
une phase aqueuse, la viscosite de la phase organique et de 
la phase aqueuse presentant un ratio de 0,1 ^ 10 ; 

b) soumission de I'emulsion obtenue a un cisaiilement laminaire 
controle ; 

c) elimination du solvant de la phase polymerique ; et 

d) isolement des microspheres ainsi obtenues. 

2. Procede selon la revendication 1, dans lequel les microspheres sont 
majoritairement constitutes d'un polymere biodegradable. 

3. Proc6dt selon la revendication 2. dans lequel le poiymtre 
biodegradable est choisi parmi les poly(a-hydroxy)acides, les polyesters 
aliphatiques des poly(a-hydroxy-acides), des poly(e-caprolactones)-PCL, des 
polydioxanones - PDO, les polyorthoesters, les polyanhydrides. les polycyano- 
acrylates. les polyurethannes, les polypeptides ou poly(amino-acides) les 
polysaccharides modifies, la cellulose. les polycarbonates, les 
polydlmethylsiloxanes et les poly(vinyl-acetates) et leurs derives et 
copolymeres. 

4. Procede selon Tune des revendications 2 a 3. dans lequel le polymere 
biodegradable est choisi parmi les polyacides lactiques (PLA), les copolymeres 
d'acide poiylactique / acide polyglycollque (PLGA). 

5. Procede selon I'une des revendications 1 ^ 4. dans lequel le polymere 
presente un polds moleculaire compris entre 50 et 500 kDaltons. 
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6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5, dans lequel le solvent 
organique de ia phase organique de Temulsion est Tacetate d'ethyle . 

5 7, Procede selon Tune des revendications 1 a 6, dans lequel ie principe 

actif est liposoluble. 

8. Procede selon Tune des revendications 1 a 7, dans lequel le principe 
actIf est hydrosoluble. 

10 

9. Procede selon Tune des revendications 1 a 8, dans lequel le principe 
actif est un peptide ou une protelne. 

10. Procede selon Tune des revendications 1 a 9, dans lequel remulslon 
15 preparee a I'etape (a) comprend un principe actif hydrophile en combinaison 

avec un principe actif lipophile. 

11. Procede selon Tune des revendications 1 a 10, dans lequel phase 

* h 

organique de Temulsion represente 10 a 60 % en poids par rapport au poids 
20 totai.de Temulsion. . 

r 

« - 

12. Procede selon l*une des revendications 1 a 11, dans lequel la phase 
organique de Temulsion comprend entre 1 et 50 %, preferentiellement entre 5 et 
30 % en poids de polymere. 

25 

13. Procede selon Tune des revendications 1 a 12, dans lequel la phase 
organique de Temulsion comprend entre 1 et 50 %, preferentiellement entre 5 et 
30 % en poids de principe actif. 

30 14. Procede selon Tune des revendications 1 a 13, dans lequel Temulsion 

est une emulsion double. 
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15. Procede salon I'une das revendications 1 a 14, dans lequel la phase 
aqueuse externe et/ou interne de I'emulsion contient au moins un agent 
stabilisant et/ou au moins un agent de viscosite. 

16. Procede selon i'une des revendications 1 a 15, dans lequel la phase 
aqueuse externe et/ou interne de I'emulsion contient au moins un agent 
stabilisant et/ou au moins un agent d'osmolarite et/ou au moins un agent 
tensioactif et/ou au moins un agent tampon. 

17. Procede selon I'une des revendications 1 a 16, dans lequel I'etape de 
calibration par cisaillement lamlnaire est realis^e dans un dispositif de Couette. 



18. Procede selon Tune des revendications 1 a 17, dans lequel I'etape de 
i'elimination du solvant de la phase polymerique est realisee par extraction dans 

15 I'eau. 

19. Utilisation des microspheres susceptibles d'etre obtenues selon I'une 
des revendications 1 S 18, pour I'administration de principes actifs dans 
I'organisme humain ou animal. 



20. Utilisation selon la revendication 19. dans laquelle le principe actif est 
choisi parmi les antibiotiques, hypolipidemiants, antihypertenseurs, agents 
antiviraux, betabloqueurs. bronchodilatateurs. cytostatiques. agents 
psychotropes, hormones, vasodilatateurs. anti-allergiques. antalgiques, 
5 antipyretiques, antispasmodiques, anti-infiammatoires, anti-angiogeniques.' 
antibacteriens. anti-ulcereux. antifongiques, anti-parasltaires. antidiabetlques,' 
antiepileptiques. antiparkinsoniens, antimigraineux, anti-Alzheimer.' 
antiacneiques, antiglaucomateux. antiasthmatiques. neuroleptiques," 
antidepresseurs. anxiolytiques. hypnotiques. normothymiques. sedatifs.' 

J psychostimulants. anti-ostfionnrn<5P.<! 

o ^.n.i-c*i timu^ucjcj, ctMiicoaguiants, 

antipsoriasis, hyperglycemiants. orexigenes. anorexigenes, antiastheniques.' 
anti-constipation, anti-diarrheiques, anti-traumatiques. diur^tiques." 
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myorelaxants, medicaments de Tenuresie, medicaments des troubles de 
I'erection, vitamines, peptides, proteines, anticancereux, acides nucleiques, 
ARN, oligonucleotides, ribozymes et TADN. 
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